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@ Verfahren zum Abtrennen von Farbstoffen und/oder Geruchsstoffen aus reduktionsstablle Wertprodukte 
enthaltenden Fermenterbruhen 



Die Erfindung betrlfft ein Verfahren zum Abtrennen von 
Farb- und/oder Geruchsstoffen aus reduktionsstablle Wert- 
produkte enthaltenden Fermenterbruhen. Um den Gehalt 
dieser Stoffe so stark zu senken, dafi das gereinigte Produkt 
ohne weitere chemische Behandlung Wasch- und Reini- 
gungsmittein zugegeben werden kann, warden erfindungs- 
gemafi die hdhermolekularen Bestandteile ausgefallt und 
diese dann mit einem Reduktionsmittel gebleicht. 



« ■ ... n. 



Vf ' kenltniral 



Filtration 



< 

ID 

s 



CO 



1 



Na3H4 



1 



■fi'q. 1 



BUNDESDRUCKEREI 11.89 908 652/496 5/70 



Uii S 

1 

Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Abtrennen 
von Farbstoffen und/oder Geruchsstoffen aus reduk- 
tionsstabile Wertprodukte enthaltenden FermenterbrD- 
hen. Diese Losungen sind braun bis schwarz gefSrbt und 
riechen auBerdem ^uDerst unangenehm. Um die Farb- 
und Geruchskomponenten von den Wertprodukten, z.B. 
Enzymen abzutrennen» wurde seit Beginn der 80er Jahre 
Fallungen, z.B. mit 1,2 Propylenglykol, aber auch mit 
Carboxylaten oder anderen Stoffen eingesetzt, um sau- 
bere PrMparate zu gewinnen. Zur Stabilisierung von En- 
zymen in Fltissigwaschmitteln werden dann Calciumio- 
nen, niedere Carbons^uren, Borate und anderes zugege- 
ben. Diese aus der Literatur bekannten Verfahren fOh- 
ren jedoch zu keinen befriedigenden Ergebnissen. Ein 
Teil der Farb- und Geruchskomponenten kann zwar 
abgetrennt werden, aber es bleiben noch genugend viele 
dieser IComponenten in der Losung, so daQ keineswegs 
von einer sauberen Enzympraparation gesprochen wer- 
den kann. Auch die aus der Literatur bekannten Verfah- 
ren zur Anreicherung von Protease mit Propylenglykol 
mittels Extraktion ergeben ebenfalls negative Ergebnis- 
se, auch wenn eine Reihe von Parametern variiert wer- 
den. Auch Versuche, die Farbkomponente mittels Elek- 
trodialyse abzutrennen, verlaufen erfolglos. Zwar kOn- 
nen bei den genannten Verfahren die Anteile der Farb- 
und Geruchskomponenten herabgesetzt werden, aber 
die Anteile bleiben noch zu groB, um die Enzympripara- 
tion bei Waschmitteln einsetzen zu konnen. 

Der Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde. ein 
Verfahren zum Abtrennen von Farbstoffen und/oder 
Geruchsstoffen aus reduktionsstabile Wertprodukte 
enthaltenden Fermenterbruhen zu schaffen, mit dem 
der Gehalt dieser Stoffe so stark gesenkt werden kann, 
daB das gereinigte Produkt ohne weitere chemische Be- 
handlung Wasch- und Reinigungsmittein zugegeben 
werden kann. 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemaB dadurch gelost. 
daB aus den Fermenterbruhen die hohermolekularen 
Bestandteile ausgef^Ilt werden und diese dann mit ei- 
nem Reduktionsmittel gebleicht werden. 

Die Vergeblichkeit der bekannten Versuche zur L6- 
sung dieses Problems hatte ihre Ursache darin, daB die 
Farb- und Geruchskomponenten nicht aus einer, son- 
dern aus mehreren Substanzen mit unterschiedlichen 
Molekuiargewichten bestehen. Daher kann der Einsatz 
eines einzigen Reinigungsverfahrens nicht zum Ziel fiih- 
ren, ein sauberes Pr^parat zu gewinnen. 

ErfindungsgemaB werden dagegen beim Ausfailen 
die Komponenten mit relativ niedrigem Molekularge- 
wichl abgetrennt, aber die hdhermolekularen Kompo- 
nenten verbleiben bei den Wertprodukten. Die wirksa- 
men Zentren dieser Farb- und Geruchskomponenten 
werden durch das darauffolgende Bleichen zerstdrt. Mit 
dem Rtickgang der Farbkomponenten geht auch der 
Geruch fast vdllig zurfick. Die Erfindung liegt aber nicht 
in dem Bleichen alleine, denn ein Bleichen ohne ein vor- 
heriges Ausfallen fuhrt nicht zu dem gewiinschten Er- 
gebnis. So kann mit dem Ausfallen alleine nur eine 30- 
bis 40%ige Farbreduzierung erreicht werden. Das glei- 
che gilt fiir ein Bleichen ohne das Ausf^lllen. Bei einer 
Kombination dieser MaBnahmen laBt sich jedoch eine 
helle, blaGrosa Farbe der Preparation mit einem siuBerst 
schwachen Geruch erreichen. 

Das Verfahren ist besonders gut fiir Enzymldsungen 
und insbesondere fUr Froteaselosungen geeignet. 
Ein besonders gutes Ergebnis wird mit dem erfin- 
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dungsgemMBen Verfahren erzielt, wenn das ausgefallte 
Produkt vor dem Bleichen mit einer gesllttigten L5sung 
des Ausfftllungsmittels gewaschen wird Die WaschflQs- 
sigkeit sollte aus wirtschaftlichen GrOnden zum Ausf^l- 

5 len der hochmolekularen Komponenten der n^chsten 
Charge von Proteaseldsung zurOckgefuhrt werden. Eine 
besonders gute Abtrennung der Farb- und Geruchs- 
komponenten ergibt sich, wenn als Ausfalllungsmittel 
Natnumsulfat verwendet wird. 

10 Vorteilhaft ist ebenfalls, wenn vor dem Bleichen das 
ausgef^llte Produkt mit einer Calciumchloridldsung auf- 
geldst wird. 

Bei den Reduktionsmitteln ist es besonders wichtig, 
daB diese inaktiv gegeniiber den Enzymen, voll wirksam 

15 schon bei Temperaturen unter 40^0. in Wasser ausrei- 
chend stabil, gut dosierbar und daB der OberschuB der 
Reduktionsmittel leicht entfembar ist sowie die nach 
der Reduktion aus dem Reduktionsmittel entstehenden 
Stoffe waschmittelvertraglich und nicht umweltbela- 

20 stend sind. AuBerdem sollten die Reduktionsmittel ein 
hohes Reduktionspotential, niedrige spezifische Ver- 
brauchsmengen und niedrige Verbrauchskosten haben. 
Diese Forderungen werden von Boranaten, insbesonde- 
re Natriumborhydrid, reduzierenden Kationen, insbe- 

25 sondere zweiwertigem Zinn, Endiolen, insbesondere As- 
corbinsliure, reduzierenden Sacchariden, insbesondere 
Glucose, dreiwertigen Phosphorverbindungen, insbe- 
sondere HP0(0H)2, erfOUt. 
Vorzugsweise wird bei einer Verwendung von Natri- 

30 umborhydrid als Bleichmittel nach dem Bleichen die Lo- 
sung neutralisiert oder gepuffert, da sich aus Natrium- 
borhydrid Natriumhydroxid bildet, aber die Enzympra- 
paration einen sehr engen pH-Wert fur ihre Stabilitat 
benotigt Natriumborhydrid ist als Bleichmittel auch 

3S deshalb vorteilhaft, weil nach dem Bleichen Borsslure 
entsteht, die ein Enzymstabilisator ist. 

Um eine besonders saubere Enzympraparation zu ge- 
winnen, wird vorzugsweise nach dem Bleichen filtriert 
Ein Ausfuhrungsbeispiel der Erfindung wird im fol- 

40 genden anhand der Zeichnungen naher beschrieben. Es 
zeigen: 

Fig. 1 ein FluBdiagramm der erfindungsgemaBen 
Verfahrensschritte, 

Fig. 2 den Farbgehalt von Enzymldsungen vor und 
45 nach einer Fallung mit Natriumsulfat und vor und nach 
dem Bleichen mit einer 1- bzw. 2%igen Natriumborhy- 
dridzugabe, 

Fig. 3 einen Vergleich der Entfdrbungen durch Fal- 
lung mit Natriumsulfat und mit Ammoniumsulfat, 

50 Fig. 4 das Ergebnis eines Bleichens mit Natriumbor- 
hydrid bei unterschiedlichen Zugaben des Bleichmittels. 

Nach Fig. 1 wird in dem erfindungsgemaBen Verfah- 
ren von einem durch Ultrafiltration gewonnenen Kon- 
zentrat der Enzympraparation ausgegangen. Eine Zuga- 

55 be von Natriumsulfat failt die hochmolekularen Kom- 
ponenten, namlich die Enzyme und einige der Farb- und 
Geruchsstoffe aus. Dabei wird festes Natriumsulfat ver- 
wendet Das gefallte Produkt wird filtriert und zentrifu- 
giert. Der so erhaltene Kuchen enthalt die niedermole- 

60 kularen Anteile der Farb- und Geruchskomponenten 
nicht mehr. Dieser Kuchen wird zum weiteren Reitiigen 
mit einer gesattigten Natriumsulfatldsung gewaschen. 
Die WaschflOssigkeit wird aus Wirtschaftlichkeitsgrfln- 
den zum Fallen einer weiteren Charge benutzt Fur das 

65 Bleichen wird der Kuchen wieder aufgeldst Dazu wird 
eine l%ige Calciumchloridldsung verwendet Der gel6- 
ste Kuchen wird mit Natriumborhydrid gebleicht Zum 
Dosieren des Bleichmittels wird etwa 1/2 Stunde, zur 
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Reaktion etwa die gleiche Zeitspanne benotigt. Nach 
dem Bleichen wird blankfiltriert und das erhaltene Fil- 
trat thermisch konzentriert 

Die Erfindung ist jedoch nicht auf die in diesem Bel- 
spiel genannten Fallungs- und Bleichmittel beschrtnkt 5 

Als Fallungsmittel kann z. B, auch Ammoniumsulfat 
verwendei werden, wie die Fig. 3 zeigt. Die linken Sau- 
len der beiden Saulenpaare kennzeichnen darin die En- 
zymausbeute nach einer Fallung, die rechten Siule jedes 
Paares die Farbreduzierung nach der Failung. Das linke 10 
Saulenpaar bezieht sich auf eine Fallung mit Natrium- 
sulfat, das rechte Saiulenpaar auf eine Fallung mit Am- 
moniumsulfat Wie zu erkennen isl, wird durch eine Fil- 
lung zwar die Farbe reduziert, womit auch eine Ge- 
ruchsreduzierung einhergeht, aber diese Reduktion be- 15 
trkgt nur etwa 30 bis 40% bezogen auf die Komponen- 
ten vor der Failung. 

Erst die Kombination von Fallung und Bleichung 
fahrt zu einer erheblichen Farbreduzierung, wie aus 
Fig. 2 ersichtlich ist Die linken Saulen jeden Saulen- 20 
paars zeigen wieder die Enzymausbeute, bezogen auf 
den Anfangsgehalt, und die rechten Saulen den Farb- 
und Geruchsstoffgehalt, ebenfalls bezogen auf den An- 
fangsgehalt vor dem Fallen und Bleichen. Hier ist im 
linken Saulenpaar das Ergebnis einer Failung mit Natri- 25 
umsulfat dargestellt, in der Mitte das Ergebnis eines 
Bleichens mit 1 Gew.*% Natriumborhydrid bezogen auf 
die Ldsung nach einer vorherigen Failung mit Natrium- 
sulfat Am rechten Rand ist das gleiche dargestellt, aber 
mit 2% Natriumborhydrid Wie zu erkennen ist. bringt 30 
erst die kombinierte Wirkung von Fallen und Bleichen 
den gewunschten Erfolg. 

In Fig. 4 ist die Enzymausbeute, dargestelk durch 
Kreise, und der Farbrestgehalt, dargestelk wurde Kreu- 
ze, in Abhangigkeit von der Zugabe des Bleichmiuels 35 
Natriumborhydrid gezeigt. Es ist zu erkennen, daB die 
Enzymausbeute nur leicht bei steigender Natriumbcr- 
hydridzugabe abnimmt, aber der Farbrestgehalt, der 
nach der Fallung auf einen Wert von etwa 60% gesun- 
ken ist, drastisch zurQckgeht auf etwa 10%. Bei Zugabe 40 
von Ober 2% Natriumborhydrid tritt kaum eine weitere 
Verminderung des Farbrestgehaltes eia Die optimale 
Konzentration von Natnumborhydrid liegt also bei 2 
Gew.-%. bezogen auf die Enzymldsung. 

45 

PatentansprQche 

1. Verfahren zum Abtrennen von Farbstoffen und/ 
Oder Geruchsstoffen aus reduktionsstabile Wert- 
produkte enthaltenden FermenterbrOhen, dadnrch 50 
gekennzeichnett daB aus den Fermenterbruhen die 
hdhermolekularen Bestandteile ausgefailt werden 
und diese dann mit einem Reduktionsmittel ge- 
bleicht werden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 55 
zeichnet, dafi die Wertprodukte Enzyme sind. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Fermenterbruhe eine Froteaseld- 
sung ist 

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, eo 
dadurch gekennzeichnet, daB das ausgefallte Pro- 
dukt vor dem Bleichen mit einer gesattigten Ld- 
sung des AusfiUlungsmittels gewaschen wird. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Ldsung des Ausfallungsmittels 65 
nach dem Waschen zum Ausfailen zurQckgefuhrt 
wird. 

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, 
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dadurch gekennzeichnet, daQ als Ausfallungsmittel 
Natriumsulfat verwendet wird, 

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet, dafi vor dem Bleichen das 
ausgefallte Produkt mit einer Caiciumchloridlo- 
sung aufgelost wird. 

8. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, 
dadurch gekennzeichnet, daB als Bleichmittel Bor- 
anate, insbesondere Natriumborhydrid, reduzie- 
rende Kationen, insbesondere zweiwertiges Zinn, 
Endiole, insbesondere Ascorbinsaure, reduzierende 
Saccharide, insbesondere Glucose oder eine drei- 
wertige Phosphorverbindung, insbesondere 
HPO(OH)2 verwendet wird 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi nach dem Bleichen die Losung neu- 
tralisiert oder gepuffert wird. 

10. Verfahren nach Anspruch 8 oder 9, dadurch 
gekennzeichnet, dafi zum Bleichen bis zu 3 Gew.-% 
Natriumborhydrid, bezogen auf die Enzymlosung, 
insbesondere 2 Gew.-% zugegeben wird. 

11. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 10, 
dadurch gekennzeichnet, dafi nach dem Bleichen 
filtriert wird. 
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